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海南 捕 鸟 蛛 毒 素 - 下 的 分 高 纯化 及 鉴定 
潘 建 义 ， 胡 卫 军 ， 梁 宋 平 1 


“湖南 师范 大 尝 和 牛 命 科 学 学 院 ， 湖 南 长 沙 ”410081) 


摘要 : 从 分 布 于 我 国 海 南 省 的 海南 捕 鸟 蛛 ( Selenocvosmia hainana ) 粗 毒 中 ， 垃 用 阳离子 交换 色谱 和 反 相 高 
效 液 相 色 谱 分 离 得 到 1 种 多 肽 神经 毒素 ， 命 名 为 海南 捕 鸟 蛛 毒素 - WV (Hainantoxin-W，HNTX-W)，MALDI - 
TOF 质谱 分 析 及 氨基 酸 序 列 分 析 表 明 该 多 肽 毒素 分 子 量 为 3.998 49 kDa， 序 列 为 NH-ECKYLWGTCEKDE- 
HCCEHLGCNKKHGWCGWDGTF-COOH ， 其 中 的 6 个 Cys 形成 3 对 二 硫 键 . HNTX- 丰 能 阻 断 小 鼠 甩 神经 脑 肌 标本 
神经 肌肉 接头 传递 ， 脑 室 及 硬 膜 外 注射 毒素 能 使 小 记 竣 软 ， 同 源 性 搜索 表明 该 毒素 与 尹 蛛 Grammeostola spatulata 
毒素 HaTx 和 蜂 蛛 Scodra griseipes 中 的 SGTx1 毒素 有 很 高 的 同 源 性 ， 而 后 两 种 毒素 均 为 K* 通道 阻 断 剂 
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Purification, Sequencing and Characterization of 
Hainantoxin- | ,a Neurotoxin from the 
Chinese Bird Spider Selenocosmia hainana 


PAN Jian-yt, HU Wei-jun, LIANG Song-ping! 
( College of Life Science, Hunan Normal University, Changsha 410081, China) 


Abstract: A neurotoxin named Hainantoxn-\] (HNTX- YW) was punified from the venom of the Chinese bird spider 
Selenocosmia hainana by ion exchange chromatography and reverse phase high performance liquid chromatography. The 
molecular weight of HNTX-V is 3.998 49 kDa identified by MALDI - TOF mass spectrometry ，which is in good agree- 
ment with the complete amino acid sequence of NH;-ECKRYLWGTCEKDEHCCEHLGCNKKHGWCGWDGTF-COOH, de- 
termined by automatic Edman degradation. The neurotoxin can paralyze rat after intracerebroventricular injection and block 
the neuromuscular transmission of the isolated rat phrenic nerve-diaphragm preparation. The 34-residue peptide ，which 
contained 6 Cys and formed three disulfide bonds. showed high homology with two kinds of K* channel inhibitor, the 
HaTx from the venom of the Grammostola spatulata and the SGTxl from the tarantula Scodra griseipes. 
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蜂 蛛 毒液 成 分 较 复杂 , 主要 成 分 为 蛋白 质 和 多 
肽 神经 毒素 ,还 含有 多 胺 类 神经 毒素 、 细 胞 毒素 、 多 
种 酶 类 、 激 肽 类 似 物 、 凝 集 活性 肽 和 抗菌 肽 等 成 分 ， 
以 及 ATP , 核 背 酸 氨基酸 . 单 胺 类 等 低 分 子 量 物质 
和 无 机 盐 等 。 从 蜘蛛 毒液 中 已 鉴定 出 钠 , 钾 . 钙 等 离 
子 通道 与 受 体 的 配 体 蛋 白 与 多 肽 类 毒素 成 分 “它们 
特异 地 作用 于 离子 通道 及 受 体 , 起 到 抑制 . 持 抗 , 阻 
断 或 激动 ,兴奋 等 调制 作用 。 其 中 有 一些 蜘蛛 毒素 
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已 在 神经 生物 学 .分 子 药理 学 和 分 子 毒 理学 等 领域 
得 到 广泛 应 用 ,成 为 新 型 的 工具 试剂 (如 w-agatoxin 
IVA JSTXs 等 ); 另 -一些 或 有 望 成 为 应 用 于 临床 的 新 
型 药物 ,也 有 望 在 农田 害虫 防治 上 得 以 应 用 。 因 此 ， 
对 蜂 蛛 多 上 肽 与 蛋白 类 神经 毒素 的 结构 与 功能 研究 不 
仅 具 有 重要 的 理论 意义 ,也 具有 广阔 的 应 用 前 景 
(Atkinson & Wright, 1992; Escoubas et al., 2000; 
Grinshin, 1998, 1999), 
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海南 捕 鸟 蛛 ( Selenocosmia hainana ) 是 近年 鉴定 
的 蜂 蛛 新 种 ( 梁 宋 平等 ,1999) ,分布 在 我 国 海南 岛 五 
指 山 一 带 , 其 生活 当 性 及 形态 特征 与 已 被 深入 人 研究 
的 虎 纹 捕 鸟 蛛 相 似 , 仅 体 色 有 明显 差异 .该 晴 蛛 粗 
毒 中 含有 多 种 活性 多 肽 与 蛋白 质 成 分 ,有 抑制 细胞 
河豚 毒 敏感 型 TTX-S 钠 电 流 作用 ( 肖 玉 成 和 梁 末 平 ， 
2002) 和 昆虫 毒 活性 ,本文 报 道 从 该 粗 毒 中 分离 纯 
化 出 的 一 种 新 的 活性 多 肽 HNTX- Yl ,并 测 出 了 其 氨 
基 酸 序列 ,对 其 生物 学 活性 也 进行 了 部 分 鉴定 。 
1 材料 和 方法 
1.1 材 料 

海南 捕 鸟 蛛 采 特 海 南 省 五 指 山 ， 用 电流 刺激 蜂 
蛛 歼 肢 , 收 集 粗 毒 ( 曾 雄 智 和 梁 宋 平 ,2001) ,冷冻 十 
燥 后 保存 于 冰箱 中 .昆明 小 白鼠 (体重 为 18 ~ 20 g) 
及 SD 大 白鼠 (体重 为 200 g 左右 ) 哆 自 湖南 医科 大 
学 实验 动物 中 心 ， 小 鼠 神 经 细胞 痛 与 大 鼠 神 经 胺 质 
细胞 的 杂交 细胞 NG108-15 由 上 海 生 物化 学 研究 所 
引进 。 使 用 试剂 : 乙 膊 (光谱 纯 ) 为 湖南 化 工 研 究 院 
产品 ,三 所 乙酸 (TFA) 为 Sigma 公司 产品 ,Carboxy 
Methyl 阳离子 交换 柱 填料 (颗粒 直径 30 nm ) 为 Wa- 
ters 公司 产品 , 氯 化 钠 . 碍 酸 氢 二 钠 .磷酸 二 氨 钠 等 试 
剂 均 为 国产 分 析 纯 。HPLC 及 RP - HPLC 仪 由 美国 
Waters 公司 生产 ,MALDI- TOF 质谱 仪 (ProFLEX!) 
由 美国 Bruker 公司 生产 ', 491 型 ProciseW 和 蛋白 质 测 
序 系统 及 Biolap98 智能 生物 信号 显示 与 处 理 系 统 由 
美国 Applied Biosystems 公司 生产 . 
1.2 方 法 
1.2.1 HNTX- 的 分 离 纯 化 ” 蜂 昧 粗 毒 溶 于 双 蔡 
水 中 ,浓度 约 为 1 mg/mL, 8 000 r“min 离心 15 min. 
上 清 液 注入 Waters 650E 型 HPLC 仪 ,用 阳离子 交换 
柱 Protein - Pak CM 8 HR(10 mm x 100 mm) 分 离 。 
486 紫外 检测 器 检测 ,检测 波长 为 280 nm、。 层 析 柱 
温度 为 室温 。 洗 脱 液 :A 液 为 0.1 molAL 磷酸 二 氨 钠 
溶液 ;B 液 为 0.1 molL 磷酸 毛 二 钠 ;C 液 为 i mol/L 
氧化 钠 深 液 ;D 液 为 双 蒸 水 。 平衡 液 含 6% A 液 和 
4%B 液 ，60 min 内 以 0 ~ 40%C 液 的 线性 梯度 洗 
脱 , 流 速 为 1 mL/min、 

收集 峰 经 层 析 脱盐 后 ,再 经 反 相 HPLC 纯化 ， 
反 相 HPLC 操作 采用 Waters 510 泵 ,996PDA 检测 
器 ,2010 色谱 工作 站 处 理 数据 。 反 相 柱 为 Vydac 
Ci8(3.9 mm x 300 mm)， 洗 脱 液 :A 液 为 0.1%TFA 
的 水 溶液 ;B 液 为 0.1% TFA 的 乙 膊 溶液 . 在 60 





min 内 以 0~ 45% B 液 的 线性 梯度 洗 脱 ,流速 为 0.7 
mL/min。 柱 温 为 40 ,检测 波长 为 280 nm. 

1.2.2 质谱 分 析 质谱 分 析 在 MALDI - TOF 质谱 
仪 上 进行 。N: 激光 器 ,加 速 电 压 为 20 kV ,检测 电压 
为 16.5 kV ,激光 波长 为 337 nm, 阳 离子 工作 模式 。 
基质 为 CCA (a-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid ) 的 人 饱 
和 液 ,基质 溶解 液 为 50% 的 乙 且 和 50% 的 溶解 有 
0.1%TFA 的 双 蒸 水 。 待 测 样品 与 基质 液 混 合 后 点 
样 ,室温 下 自然 风干 后 测定 ， 用 HWTX- 工 (3.750 45 
kDa) 和 血管 紧张 素 开 (1.046 19 kDa) 作 为 外 标 校正 。 
1.2.3 和 氨基酸 序列 测定 “氨基酸 序 列 测定 在 自动 
和 蛋白质 测 序 系统 上 上 进行、 

1.2.4 生物 学 活性 测定 ”生物 学 活性 鉴定 采用 曾 
雄 智和 梁 宋 平 (2001) 的 方法 进行 。 用 生理 世 水 溶解 
HNTX-VY| ,小 鼠 脑 室 注 射 30 ug 毒素 /只 ,大 鼠 硬 膜 外 
注射 200 ug 毒素 /只 .对 照 组 注射 等 体积 的 生理 盐 
水 ， 电 生理 实验 用 小 鼠 的 肛 神 经 腊 肌 标本 测定 , 按 
Liang et al.(1993) 的 方法 进行 、 膜 片 钳 的 电 生 理 实 
验 参 照 肖 玉 成 等 (2001) 的 方法 进行 ， 


2 结果 与 分 析 


2.1 HNTX- MI 的 分 离 纯 化 

图 1 为 海南 捕 鸟 蛛 粗 毒 离子 交换 色谱 保留 时 
间 为 27 min 的 峰 经 脱盐 后 进行 反 相 HPL.C 分 离 ,其 
图 谱 如 图 24 所 示 。 将 该 图 中 保留 时 间 为 35 min 的 
小 峰 进 一 步 进行 反 相 HPLC 分 离 纯化 .其 结果 见 网 
2B。 该 峰 成 分 命名 为 海南 捕 鸟 蛛 毒素 -WI(Hainan- 
toxin- VI . HNTX- V1), 
2.2 分 子 量 及 序列 

MALDI - TOF 质谱 分 析 图 谱 见 图 3， 测 得 的 分 
子 量 为 3.997 99 kDa、 测序 时 ,在 设置 的 37 个 循环 
中 ,前 34 个 循环 给 出 信号 .后 面 的 3 个 为 空白 。 毛 
基 酸 序列 结果 确定 为 : NH2-ECKYLWGTCEKDE- 
HCCEHLCCNKKHGCWCCWDCTF-COOH。 通 过 该 序 
列 计算 得 理论 分 子 量 为 4.004 49 kDa。 这 与 质谱 所 
测定 的 值 相 差 约 6 kDa, 表 明 该 多 肽 分 子 的 6 个 Cys 
残 基 形成 了 3 对 二 硫 键 。 经 搜索 SWISS-PROT 蛋白 
质 序 列 库 ,发 现 有 7 种 蜂 蛛 多 肽 毒素 与 其 有 和 较 高 的 
同 源 性 ,它们 的 序列 及 生物 活性 如 表 工 所 示 。 
2.3 生物 学 活性 

小 鼠 脑 室 注 射 HNTX- 风 后 ,出现 四 肢 无 力 、 全 身 
肌肉 松软 的 竣 软 症状 。 这 种 症状 持续 30 min 后 逐渐 
恢复 ,而 注射 生理 盐水 的 小 鼠 活 动 自如 .大 芯 硬 膜 
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表 1 HNTX-W 及 其 同 源 序列 的 一 级 结构 及 生物 学 活性 比较 
Table 1 The primary sequence identities of HNTX- VY with other short spider peptide toxins 





1 

人 0 人 ( 人 ) 生物 学 活性 Activity 
HNTX- VI ECKYLWGTCEKDEH - CCEHLGCNKKHGW - - - - CGWDGTF 34 一 一 
HATXI1 ECKYLFGGCKTTSD ~ CCKHLGCKFRDKY- - - -CAWDFTRS 35 50 K* channel blocker 
HATX2 ECKYLFGGCKTTAD ~ CCKHLGCKFRDKY - - - -CAWDFTRS 35 50 K+ channel blocker 
SGTx-1 TCRYLFGGCKTTAD - CCKHLACRSDGKY - - - - CAWDGTF 34 48 K* channel blocker 
SNX482 GYDKAGCRYMFGGCSVYNDD ~ CCPRLGCHSLFSY - ~ - -CAWDLTRSD 41 42 Ca2+ channel blocker 
w-GsTxSIA DCVRFWGKCSQTSD ~ CCPHLACKSK - - WPRNICYWDGSV 36 40 Ca? * channel blocker 
HWTX- I ACKGVFDACTPCKNECCPNRVCSDKHKW - - - - CKWKL 33 32 Ca? channel blocker 


加 黑 的 残 基 为 各 毒素 完全 相同 的 残 基 ， 加 下 划 线 残 基 为 性 质 相 似 的 残 基 。Id 表示 HNTX-W 与 相关 多 肽 毒素 的 同 源 百分率 。 


Bold letters indicated strictly conserved residues, underlined letters indicated conserved ones. Id is percentage identity of HNTX- VW with other toxins . 
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图 1 海南 捕 鸟 蛛 粗 毒 的 阳离子 交换 层 析 图 谱 图 2 海南 捕 鸟 蛛 毒 素 成 分 的 反 相 HPLC 层 析 图 

Fig.1 Ion exchange HPLC of crude venom of spider Fig.2 ”Purification of HNTX- YL by reverse-phase HPLC 
Selenocosmia hainana A. 第 1 次 反 相 HPLC 层 析 图 ; B.A 图 中 保留 时 间 为 35 min 的 小 峰 

标 有 的 峰 指 收集 保留 时 间 为 27 min。 进行 第 2 次 反 相 HPLC 的 层 析 图 。 

The fraction with retention time of 27 min (marked with y ) was isolated . A. The ion exchange HPLC fraction (marked with y ) in Fig.1 was frac- 
tioned by reverse-phase HPLC; B. Elution with retention time of 35 min 
was further fractionated by reverse-phase HPLC. 

8 000[ 呈 
EN A 5 min 
人 
CN 一 
od: 2 Add HNTX-VI 
总 4000 上 
Sl 图 4 海南 捕 乌 蛛 毒素 - [ 阻 断 离 体 小 鼠 甩 神 经 及 肌 
标本 图 
Fig.4 The effect of HNTX-V on the neuromuscular 
I I | a : 
3700 3200 3700 4200 4700 5200 transmission of the isolated rap phrenic nerve 
m/z diaphragm preparation 


A. 注射 1 x 10-4 g/mL 的 海南 毒素 - Yi; B. 对 照 。A-. 1 x 
10-4 g/ml of HNTX-W; B. Control. 


图 3 海南 捕 鸟 蛛 毒 素 - 可 的 MALDI - TOF 质谱 
分 析 图 
Fig.3 MALDI - TOF mass spectrum of HNTX- Vl isolated 
by three step LC from the venom 
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外 注射 HNTX-W 后 ， 表 现 出 类 似 的 症状 。 用 100 
Lg/mL 的 HNTX- VI 完全 阻 断 小 鼠 肠 神经 肠 肌 接头 传 
递 需 要 33.5 min (图 4) 。 膜 片 钳 初步 研究 发 现 该 毒 
素 成 分 对 NG-108-15 细胞 的 Na* 电流 没有 影响 。 


3 讨论 


利用 离子 交换 和 反 相 离子 交换 色谱 从 粗 毒 中 分 
离 纯化 到 一 种 新 型 多 肽 神经 毒素 HNTX-VL ,分 子 量 
为 3.998 5 kDa, 由 34 个 残 基 组 成 ,其 中 含有 的 6 个 
半 胱 氨 酸 组 成 了 3 对 二 硫 键 。 比 较 该 毒素 及 其 同 源 
序列 ,发现 6 个 半 胱 氨 酸 高 度 保守 ,其 位 置 基本 相 
同 ,为 第 2.9、15 .16.21.28 位 。 部 分 氨基 酸 残 基 ( 如 
第 4.5 位 的 Tyr、Leu, 第 7 位 的 Gly, 第 17、18 位 的 
His .Leu, 第 30.31 位 的 Tmp .Asp 以 及 第 33 位 的 Thr) 
也 高 度 保守 ,尤其 是 与 智利 捕 乌 蛛 ( Grammostola 
spaiuiaia ) 中 的 HaTxi 、HaTx2 两 种 毒素 (Swartz & 
MacKinnon,1995) 及 蜘蛛 ( Scodra eriseipes ) 中 的 毒素 


参考 文献 : 


Atkinson R K, Wright L G. 1992. The mode of action of spider toxins on 
insects and mammals[J]]. Comp. Biochem. Physiol.. 102: 339— 
342. 

Escoubas P, Diochot S, Corzo G. 2000. Structure and pharmacology of 
spider venom neurotoxins[J]]. Biochem., 82: 893 — 907. 

Grishin E VY. 1998. Black widow spider toxins: The present and the fu- 
ture[J]. Toxicon, 36: 1693 - 1701. 

Grinshin E. 1999. Polypeptide neurotoxins from the spider venoms[J]. 
Eur. J. Biochem.. 264: 276 - 280. 

Lampe R A, Defeo P A, Davison M D, et al . 1993. Isolation and phar- 
macological characterization of omega-grammotoxin SIA, a novel 
peptide inhibitor of neuronal voltage-sensitive calcium channel re- 
sponses[ J 1 . Mol. Pharmacol.. 44(2): 451 - 460. 

Liang SP, Zhang D Y, Pan X, e al. 1993. Properties and amino acid 

sequence of Huwentoxin- [| ，a neurotoxin purified from the venom of 
the Chinese bird spider Senerocosmia huwena [1]. Toxicon, 31: 969 
— 978. 

Liang S P, Peng X J, Huang R H. et al. 1999. Biochemical identifica- 
tion of Selenocosmia hainana sp. nov. from South China (Araneae: 
Theraphoside)[J] Life Science Research ,3(4): 299 - 303. [ 梁 宋 
平 , 豆 贤 锦 , 黄 仁 槐 , 等 . 1999. 我 国 南方 捕 鸟 蛛 一 新 种 的 生物 
化 学 鉴定 (蜘蛛 目 : 捕 鸟 蛛 科 ). 生命 科学 研究 , 3(4): 299 - 
303.] 

Marvin L, De E, Cosette P, et al. 1999. Isolation, amino acid sequence 
and functional assays of SGTxI, the first toxin purified from the ven- 
om of the spider Scodra griseipes [J]. Eur. J. Biochem.. 265(2): 
572 - 579. 

Newcomb R, Szoke B. Palma A, e al. 1998. Peptide antagonist of the 


SGTx1(Marvin et al. ,1999) 相 比 。 另 外 ,其 他 一 些 位 
置 的 氨基 酸 残 基 虽 不 同 , 但 是 这 些 残 基 的 性 质 也 是 
相似 的 ,它们 依然 是 保守 残 基 。 据 此 我 们 推测 ,HN- 
TX- WY 的 二 硫 键 的 配对 方式 应 该 也 是 采取 1 ~4 位 、2 
~5 位 和 3~6 位 。 而 且 该 毒素 的 空间 结构 可 能 亦 是 
换 制 剂 胱 氮 酸 结构 模 体 (inhibitor cystine knot motif) 
(Pallaghy et ol . ,1994) 。 

根据 HNTX- VY 的 生物 学 活性 的 初步 鉴定 结果 判 
断 ,HNTX-V 可 能 具有 与 HaTxl .HaTx2 和 SGTxl 相 
似 的 生物 学 活性 。 因 为 HaTx1、HaTx2 和 SGTxl 均 
是 哺乳 动物 神经 毒素 ,是 哺乳 动物 脑 细胞 的 K+ 通 道 
的 阻 断 剂 。 当 然 , 亦 不 排除 HNTX- VW 是 Ca?* 通道 阻 
断 剂 的 可 能 性 ,因为 其 序列 与 同 源 的 SNX-482 (New- 
comb et al.,1998) .w-GsTxSIA (Lampe et al . ,1993 ) 、 
HWTX- 工 (Peng et al. ,2001) 相 同 , 而 这 3 种 蜘蛛 毒 
素 为 Ca + 通道 阻 断 剂 。 目 前 ,HNTX-V 分 子 药理 学 
及 分 子 水 平 作用 机 理 的 研究 正在 进行 中 。 
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